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tRcsumcn: 
procedimiento para incrementar la produccion de 
penicilina en Peniciiilum chrysogenum mediante la 
inactivacion del gen Iys2. 

El gen Iys2 de P. chrysogenum se ha Identificado 
y aislado mediante hioridacion con una sonda co- 
rrespondiente al homologo LYS2 de Saccharomyces 
cerevislae. El ffen de P. chrysogenum codifica una 
protema de 1.296 aminoacidos y 142.421 Da con 
una identidad elevada con las reductasas de acido 
a-aminoadipico de S. cerevisiae. Schizosaccharomy- 
ces pombe y Candida albicans. La disrupcion del gen 
Iys2 se ha realizado mediante (I) integracion por re- 
combinacion simple y (II) sustitucion gcnica por do- 
ble recombinacion. empleando en ambos casos el gen 
pyrG como marcador de transformacion. Los clones 
disrupcionados se han seleccionado como auxotrofos 
de lisina y confirrnado por hibridacion de Southern. 
Estos mutantes disrupcionados superproducen peni- 
cilina (40%- 100% de incremento con respecto a la 
cepa parental no disrupcionada) en un medio supie- — > 
mentado con L-lisina 4 mM. 
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DESCRIPCION 

Un procedimiento para incrementar la produccion de penicilinaen PenicilUum ehrysogenum mediante 
la inactivacidn del gen lysS. 

Campo de la invencidn 

La presente invencidn se refiere a un procedimiento para la inactivacidn del gen lysS de P. <:>^nfS09e- 
num y a las cepas transformadas que lo contienen. La inactivacidn de este gen, que codifica la actividad 
o-aminoadipato reductasa, se consigue empleando tecnicas de ADN recombinante, mas concretamente 
mediante el procedimiento de disrupcion genica. La inactivacidn del gen lys2 permite una mayor disponi- 
bilidad del acido a-aminoadipico para la biosintesis de penicilina, impidiendo su utihzacion como sustrato 
para la biosmtesis de lisina. La ruta biosintetica de lisina se bloquea mmediatamente despucs de haberse 
sinletizado el acido o-aminoadipico, lo cual supone que en los clones disrupcionados en el gen lys. este 
incremento en la disponibilidad celular de acido a-aminoadipico provocara a su vez un incremento en la 
produccion de penicilina. 

Estado de la tecnica 

oo El acido L-a-aminoadipico es un precursor de la ruta de biosintesis de penicilina (Martm y Liras 1989 
Ann. Rev. Microbiol.. 43: 173-114; Aharonowitz et al.. 1992. Ann. Rev Microbiol.. 46: 461-495) el 
cual es condensado junto con L-valinay L-cistei'na para format el tripeptido L-a-aminoadipil-L-cisteinU^ 
D-valina, primer intermediario de la ruta de biosmtesis de ^-lactamas (van Liempt et al 1989. J. Biol. 
Chem. 6: 529-546; Di'ez et al., 1990. J. Biol. Chem. 265: 16358-16365; Aharonowitz et al., 1993, 

2S Bio/technology 11: 807-810). 

El acido o-aminoadi'pico es sintetizado en los bongos filamentosos en los pasos iniciales de la ruta de 
biosintesis de lisina (ver esquema en pagina 5). En la naturaleza existen dos rutas <^'f«'«"^5i^« 
de lisina. La llamada via del acido a-aminoadipico la cmplean los bongos y levaduras (Bhattacharjee, 
30 1985, CRC critical reviews of microbiology 12: 131-151), mientras que bactenas y plantas sintetizan lisina 
a traVes de la via del acido diaminopimelico, una ramificacion de la ruta biosintetica IfP*'*^? 
(Eikmanns et al, 1993. Antonie van Leeuwenhoek 64: 145-163; Malumbres y Martin. 1996. FEMS mi- 
crobiol. lett. 143: 103-114). 

El acido a-aminoadipico es pues el punlo de ramificacion entre las rutas biosinteticas de lisina y penici- 

^ Una en P. ckrsogenum (ver esquema en pagina 5). La parte comun de la ^/a^'™*^ » * ^^^^^^ 

de acetil-CoA y o-cetoglutarato para formar homocitralo (Jaklitsch y Kubicek 1990, Biochem. J. 268. 
247-253) que es posteriormente convertido a traves de una serie de reacciones de isomenzacion, des car- 
boxilacidn oxidaiiva y aminacion en homoisocitrato, a-cetoglutarato y a-aminoadipato. En la segunda 

M parte de la via biosintetica de lisina el acido o-aminoadipico es convertido en a-aminoadipico semiai- 
dehi'do y este. a traves de la sacaropina se convierte en lisina. La primera enzima de la segunda parte de 
la via biosintetica de lisina. se denomina a-aminoadipato reductasa (E.G. 1.2.1.31) y catahza la formac.on 
del i-semialdehido del a-aminoadipico en una reaccion que se lleva a cabo en dos P^^j./jJ *^^'^^^|°" 
del erupo 6-carboxiIo del acido a-aminoadipico mediante la formacion del dcrivado adenilado del acido 

« a-aminoadipico (a-aminoadipiladenilato) y (II) reduccion para formar a-aminoadipico-«-semialdehido 
TsaSka y Shimura. 1960 Nature 188: 1189; 1962, J. Biochem 52: 155). En el primer paso el acido 
nSnSd'pico es activado por adenilacion utilizando el ATP como j^MJ 
activacion de aminoacidos inusual. aunque es muy frecuente en la biosintesis de peptides 
(Kleinkauf y von Dohren. 1996 Eur. J. Biochem. 236: 335-351). En el segundo paso el a-aminoadip.l- 

50 AMP activ/do es reducido empleando como cofactor N ADPH y fina mente ^ ''^erado como sem.^^^^^^^^^^ 
Eslas actividades estan codificadas en 5. cerevtstae por los genes L\S2y LYS5 (Sinha y Bhattacharjee. 
1970. Biochem. Biophys. Res. Commun. 39: 1205-1210). 
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Q-CETOGLUTARATO+Acetil-CoA 

nomocitrato 

sintasa | 

HOMOMOCITIL4TO 
Homocitrato 

deshidratasa I lys7.lyS8 

HOMOACONITATO 
Homoaconitato 

hidratasa \ lys4Ay$15 

HOMOISOCITRATO 



Homoisocitrato 

20 deshidrogenasa \ lysJO 

OXALOGLUTARATO 

espontaneo I 

a-CETOADIPATO 

Aminoadipato 
aminotransferasa | 

a-AMINOADIPATO 
Aminoadipato ^ ACV sintetasa 

reductasa / iyg 2,lys5 

35 



a-AAA-SEMIALDEHIDO a-AAA-Cys-Val 
^0 Sacaropina ^ Lys9 Isopenicilina N sintasa 
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reductasa 



\ 




45 SACAROPINA ISOPENICILINA N 

Sacaropina / / \ Aciltransferasa 

deshidrogenasa / Lysl 6-APA 

so / 

^'^^^'•^ \ PENICILINA G 

Dcscripctdn detallada de la Invencidn 

" i^" la prescnte invencidn, se describe por primera vez el gen lys2 de P. chrysogenum y su utilizacion 
rVL^'^A I » ^\ P«nicilina. Utilizando tecnicas de ADN recombinante se ha clonado y 

fnlf?v\?. lysSdt P. chrysogenum. Posteriormente este gen se ha disrupcionado, consiguiendo 

• i su actividad enzimatica. La disrupcion de esle gen permite la obteiicion de ccpas 

^ con un nivcl de produccion de penicilma incrementad<rcon respecto a la cepa parental no disnipcionada. 

Para la clonacion del gen lys2 de P. chrysogenum, se rastreo una genoteca dc ADN genomico cons- 
tru.daen el vector fagico EMBL3 (Sambrook. J.. FriUch, E.F. y Maniatis. T. 1989 M^ecular aoningTi 
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Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor, New York, USA), empleando 
como sonda heterologa un fragmento interno del gen LYS2 de 5. cerevisiae. Tras vanas series de m- 
feccion e hibridacion se purificaron una serie de fagos positives, los cuales se mapearon con las enzimas 
de restriccion flamHI. ^inrflll, EcoRl y Sa/I. y posteriormente se subclone y secuencio un fragmento que 
contenia la zona de hibridacion (Figura 1). 

Del analisis de la secuencia se dedujo la existencia de dos marcos de lectura abiertos denoniinad^ 
ORFl y ORF2. El ORFl (SEQ ID NO: 1) codificaba una protema de 129 aminoacidos (SEQ ID NO: 
2) que presentaba similitud con las regiones amino- terminates de las reductasas de o-aminoadipato de 5. 
cerevisiae, Schizosacckaromyces pombe y Candida albicans. El codon de terminacion de traduccion TAA 
del ORFl'solapaba en un nucleotide con el codon de inicio de traduccion ATG del ORF2. Este segundo 
marco de lectura de 3.888 nucleotides (SEQ ID NO: 3) codificaba una protema de 1.296 ammoacidos y 
142.421 Da (SEQ ID NO: 4) que presentaba identidad significativa con la porcion central y carboxilo- 
terminal de las reductasas de acido a-aminoadipice de 5. cerevisiae (46,6%). 5. pombe (44,3%) y C. 
15 albicans {47,9%), 

Para conseguir la inactivacion del gen lys2 de P. chrysogenum, se emplearon dos tecnicas alternativas: 
disrupcion mediante integracion por entrecruzamiento simple y disrupcion por doble recombmacion. Los 
transformantes disrupcionados en el gen lys2, se caracterizaron por ser auxotrofos de lisma, requiriendo 
la adicion de este aminoacido a una concentracion en torno a 1 mM como suplemento en los medios de 
cultivo. 

Para la disrupcion mediante integracion por entrecruzamiento simple se construyo el plasmido pDLVII 
(Fieura 2) portador de un fragmento de ADN de P. chrysogenum que contiene el gen lysS carente de 
su extremo 3^ y con una mutacidn de cambio de marco de lectura en el sitio BamHl. La mtegracion de 
este vector entrc el extremo 3' truncado y la mutacidn del sitio BamHl provoca la disrupcion de la copia 
lys'> endogena La disrupcion mediante doble recombinacion o sustitucion genica se realizo utilizando el 
plasmido pDLX (Figura 3) el cual contiene un cassette de inactivacion genica de 8,8 kb consistente en 
sustituir un fragmento Pstl-EcoRVde 200 nucleotides del gen lys2 por un inserto de 1.5 kb portador del 
30 gen pyrG que sirve como marcador de seleccion. 

Las pruebas de fermentacion en matraz realizadas con los mutantes disrupcionados en el gen lys2 
mostraron niveles de produccion especifica de penicilina que suponi'an mcremcntos entre el 40% y el 
100% con respecto al nivel de produccion de la cepa parental no transformada. 

Ejemplo 1 

1.1. Clonacion del gen lys2 de P. chrysogenum. 

Con el fin de identificar y aislar el gen lys2 de P. chrysogenum, se empleo como sonda un fragmento 
interne Ndel de 2,0 kb del gen LYS2 de S. cerevisiae marcado por nick translation y purificado a traves 
de minicolumnas elutipD (Sigma) para rastrear una genoteca de ADN genomico de P chrysogenum AS- 
P-78 construida en el vector fagico EMBL3 (Barredo et al., 1989, Gene 83: 291-300). Los fagos positives 
fueron purificados y caracterizados mediante analisis de Southern segun tecnicas estandar (Sambrook, J., 
Fritsch E F. y Maniatis, T. 1989. Molecular Cloning : A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor La- 
boratory. Cold Spring Harbor, New York. USA): el ADN digerido con las enzimas de restriccion fomHI. 
HtndlU Sa/I Xbal y EcoRI se sometio a clectroforesis en gel de agarosa y los fragmentos de AUW se 
transfirieron a membranas de nylon (Hybond, Amersham) para realizar hibridaciones con la sonda Ndel 
de 2 0 kb del een LYS2 de S. cerevisiae anteriormente mencionada. El analisis de los resultados permitio 
obtener el mapa genomico que se muestra en la Figura 1. El gen lys2 de P. chrysogenum se subciono en 
pBlucscript I KS (-h) (Stratagene) como un fragmento Xbal de 6.5 kb onginando los plasmidos pLlla y 
pLIIb (ambas orientacioncs del fragmento). 

1.2. Secuencia de nucleoiidos del gen lys2. 

El inserto dc los vectores pLIIa y pDLIIb se secucncio emplcando los sistenias Erase-a-base (Promega) 
v Seauenase (USB) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. El anahsis de la sccuencia de 5.1 kb 
feveS^la^r^^^^^ dos ORFs denominados ORFl y ORF2. El ORFl (SEQ ID NO: 1) codificaba para 

una proteina de 129 aminoacidos y 14.289 Da^SEQ ID NO: 2). Esta proteina mostro simihtud signifi- 
cativa con los extremes amino- terminales dc las a-aminoadipato reductasas de 5. cerevisiae, b. pombe y 
C. albicans. 
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El codon de terminacion TAA del ORFl se superponia con el primer nucleotido del triplete de inicio 
ATG del ORF2. El ORF2 (SEQ ID NO: 3) tema una extension de 3.888 nucleotides y codificaba para 
una proteina de 1.296 anninoacidos (SEQ ID NO: 4) con un peso molecular deducido de 142.421 Da. 
mostrando una identidad elevada con las regiones central y-carboxilo-terminal de las a-aminoadipato 
5 reductasas codificadas por los genes LYSS de S. cerevtsiae (46,6%), S, pombe (44,3%) y C albicans 
(47,9%), 

En la region 3* del gen lys2 be identified un intron al comparar la secuencia genomica con la de un 
fragmento de ADN complementario (ADNc) obtenido median te amplificacion por PCR en condiciones 
10 estandar (Sambrook. J.. Fritsch, E.F. y Maniatis, T. 1989. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor. New York. USA) con los oligonucleotidos 5' ACT- 
TCCTTGGTGCGCTCC 3' y 5' TTTGGACAAGGTATGAGG 3', situados a ambos lados del intron. 

Ejempio 2 

15 

2.1. Disrupcion de! gen ly$2. 

Se utilizaron dos iecnicas de inactivacion gcnica alternativas: disrupcion por integracidn simple y 
disrupcion por doble recombinacion. Para la disrupcion por integracidn simple se construyo el vector 

20 pDLVII (Figura 2). Con estc fin se subclono un fragmento XhoVSaH de 5 kb portador del gen lys2 
truncado en su extremo 3*, en un plasmido derivado de pBluescript I KS (+) (Stratagene) al que se 
habia eliminado el sitio de restriccion SamHI. Esta construccion intermedia se utilizo para eliminar el 
sitio de restriccion BamH\ presente en el extremo 5* del gen lys2 mediante digestion y rellenado con el 
fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. colt (Amersham), de acuerdo con las instrucciones de! 

25 fabricante. La eliminacion del sitio BamHI dio lugar a una mutacidn de cambio de marco de lectura en 
el mencionado extremo 5' del genlys2. El fragmenta Xhol-Saa de 5 kb portador del gen /ys^ truncado 
en su extremo 31 y mutado en el sitio BamHI se subclond en un derivado del vector pBluescript 1 KS 
(+) al que se habia introducido el gen pyrG como marcador de transfer mac ion fungica, dando lugar al 
plasmido de inactivackSn por recombinacion simple pDLVII. En la Figura 4 se muestra el proceso teorico 

30 de recombinacion provocado por la transformacion con este vector. 

El vector de inactivacion por recombinacion simple pDLVII se digirio con BstEU para forzar la re* 
combinacion entre el lugar BamEl mutado y el punto de truncamiento en el extremo 3' y se transform© 
en un mutante auxotrofo pyrG de P, chrysogenum Wisconsin 54-1255 mediante procedimientos descri- 

35 tos (Cantoral ei al, 1987, Bio/technology 5: 497-497; Diez ti al, 1987. Curr. Genet. 12: 277-282) 
plaqueando los protoplastos transformados en medio minimo Czapeck suplementado con L-lisina 1 mM. 
Los transformantes obtenidos fueron transferidos a medio minimo Czapeck con y sin suplemento de L- 
lisina 1 mM, con el fin de comprobar la aparicion de auxotrofia de lisina. Aquellos que mostraron esta 
deficiencia se analizaron por la tecnica de Southern (Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis. T. 1989. 

40 Molecular Cloning : A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New 
York, USA) utilizando como sonda un fragmento interno TcoRV de 1,5 kb del gen lys2. El ADN total de 
los transformantes se obtuvo mediante un procedimiento descrito (Barredo et al,, 1994, Patente espanola 
P9400931) a partir de micelio crecido en medio PM (Anne. 1977, Agricultura 25) suplementado con un 
2% de cxtracto de levaduray con L-lislna 1 mM. Se consideraron transformantes disrupcion ados aquellos 

45 que carecian del fragmento genomico 5omHI de 8 kb presente en el patron de hibridacion de la cepa 
control P. chrysogenum Wisconsin 54-1255, presentando en su lugar un fragmento de 13 kb y otro de 2,9 



La disrupcion por doble recombinacion o sustitucion genica se realizo utilizando el plasmido pDLX. 

50 Este plasmido se construyo insertando en pBluescript I KS (+) (Stratagene) un cassette de disrupcion 
genica portador del gen pyrG de P, chrysogenum flanqueado por el fragmento Sall-Pstl de 4.3 kb con 
el extremo 5* del gen lys2 y el fragmento EcoRV^Xbal de 3 kb portador del extremo 3' del genlys2. En 
este cassette de disrupcion el gen pyrG habia sustituido un fragmento Psll-EcoRV de 200 nucleotidos del 
gen lys2, impidiendo asi su funcionalidad. En la Figura 5 se muestra el proceso de recombinacbn teorico 

55 provocado por la transformacion con este vector. 

El ADN del vector pDLX se digirio con las enzimas NoiUKpnl libcrando un fragmento de 8,8 kb 
portador del cassette de inactivacion y esta preparacion se utilizo para transformar protoplastos de la 
cepa P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 pyrG, utilizando procedimientos descritos (Cantoral et al 1987 
60 Bio/technology 5: 497-497; Diez et al, 1987, Curr. Genet. 12: 277-282) plaqueando los protoplastos 
transformados en medio minimo Czapeck suplementado con L-lisina 1 mM. Los transformantes obteni- 
dos fueron transferidos a medio minimo Czapeck con y sin suplemento de L-lisina 1 mM con el fin de 
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comprobar la aparicion de auxotrofia de lisina. Aquellos que mostraron esta deficiencia se analizaron 
por la tecnica de Southern (Sambrook, J., Fritsch, E.F, y Maniatis. T. 1989. Molecular Cloning : A 
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA) utilizando 
como sonda un fragmento EcoRV de 1,5 kb interno del gen lys2. El ADN total de los transformantes se 
obtuvo mediante un procedimiento descrito (Barredo et al,, 1994, Patente espanola P9400931) a partir 
de micelio crecido en medio PM (Anne. 1977. Agricultura 25) suplementado con un 2% de extracto de 
levaduray con L-lisina 1 mM. Se consideraron transformantes disrupcionados aquellos que carecian del 
fragmento genomic© BamEl de 8 kb presente en el patron de hibridacion del ADN de la cepa control F. 
chrysogenum Wisconsin 54-1255, prescntando en su lugar un fragmento de 2,1 kb. Las cepas transforman- 
tes obtenidas se depositaron en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT) sita en el Departamen to 
de Microbiologic de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad de Valencia, Burjasot 46100, 
Valencia, con el n^ 20209. 

2.2. Increniento de la produccidn de penicilina en ios transformantes disrupcionados en el gen lys2. 

Para comprobar el efecto de la disrupcion del gen lysS sobre la produccion de penicilina se realizaron 
fermentaciones de los transformantes disrupcionados frente a controles de la cepa parental P. chryso- 



lermeniaciones ac los i,rAiiatwriii<ijit.^a uioi — ^w....^.. — — , - • . " . 

aenum Wisconsin 54-1255 sin transformar. Las fermentaciones se inocularon con esporas obtenidas de 
medio de esporulacion (Fierro Et ai, 1996, Appl. Microbiol. Biotechnol. 44; 597-604) suplementado 
con L-lisina 1 mM en el caso de los transformantes disrupcionados. Los cultivos de moculo se realizaron 
en medio DPM (Esmahan et al., 1994, Appl. Environ. Microbiol. 60: 1705-1710) sin acido fenilacetico 
pero suplementado con 4% de glucosa y 4 mM de L-lisina y se incubaron a 25*C con agitacion orbital 
(200 r.p.m.) durante 26 horas, salvo en el caso de los auxotrofos de lisina que requirieron 82 horas para 
alcanzar la misma biomasa. 

Las fermentaciones de produccion de penicilina se realizaron en matraces de 500 ml con 100 ml de 
medio DPM al que so aiiadio acido fenilacetico al 0,1%. Los aziicares lactosa y sacarosa se estenlizaron 
separadamente y se afiadieron al medio DPM base a una concentracion final de 3 g/1 y 1 g/l respecti- 
vamente. Los matraces se suplementaron con L-lisina 4 mM, excepto en controles de cepa parental 
(prototrofa) que fueron incubados en presencia y en ausencia de suplemento de L-hsina 4 mM. Los matra- 
ces se inocularon con un 10% de los cultivos de inoculo (10 ml), incubandose en las mismas condiciones 
que estos La concentracion de penicilina en el medio de cultivo se determine cada 24 horas por bioensayo 
frente a Micrococcus luteus ATCC 9341, y la biomasa se caracterizo con la misma penodicidad como peso 
seco. 

Como se muestra en la Figura 7, que representa los resultados de una de las fermentaciones, el creci- 
miento de los mutantes auxotrofos disrupcionados en el gen lys2 fue ligeramente mas lento que el de a 
cepa parental, aunque al final de la fermentacion alcanzaban una biomasa similar. La produccion de la 
cepa parental se increment© a las 48 horas en medio sin lisina. siendo ligeramente menor en los medios 
con lisina. Los mutantes disrupcionados mostraron niveles de produccion especifica de penicilina que 
suponian un increment© entre el 40% y el 100% respecto de la cepa parental no transformada. 

Descripcion detallada de las figuras 

Figura 1.- Mapa de restriccion de la region genomica de P. chrysogenum que hibrida con el gen LYS2 
de 5. cerevisiae, ilustrando la posicion de los ORF 1 y ORF 2 identificados en la secucncia de 
nucleotidos. 

Figura 2 - Vector pDLVII construido para la disrupcion del gen lys2 de P. chrysogenum por integracion 
simple Este vector consiste en el fragmento XAol-Safl de 5 kb portador del gen lys2 truncado en 
su extremo 3' y mutadoen el sitio BamHI, subclonado en un derivado del vector pBluescript I K5 
(+) al que se ha introducido el gen pyrG como marcador de transformacion fungica. 

Figura 3- Vector pDLX construido para la disrupcion del gen lys2 de P. chrysogenum por doble re- 
combinacion. Este vector consiste en pBluescript I KS (+) portador de un cassette de »nact>^acKm 
genica de 8,8 kb que incluye el ORF iys2 en el que se ha sustituido un fragmento Psi\-EcoK\ 
de 200 nucleotidos por un inserto de 1,5 kb portador del gen pyrG que sirve como marcador de 
transformacion fungica. 

Figura 4.- Esquema teorico del suceso de recombinacion genica por entrecruzamicnto simple provocado 

por la integracion del vector pDLVII. 
Figura 5.- Esquema teorico del suceso de recombinacion genica por doble recombinacion provocada por 

la integracion del vector pDLX. 
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Figura 6.- Cineticas de crecimiento en mg/ml (A) y produccion especifica de penicilina en /ig/mg peso 
seco (B), frente al tiempo en horas, de un transformante disrupcionado con el vector pDLVII 
(triangulos negros) y otro transformado con el vector pDLX (cuadrados negros) frente a controles 
de la cepa parental Wisconsin 54-1255 suplementada con L-lisina 4mM (circulos negros) o sin 
5 suplementar (circulos blancos). 

Lista de secuencias 
SEQ ID NO: 1 



GTGGCTGTCT AGGGCAAGTA TAGTAGTCTC AATGCCAAAA ACACTCAGTG AATCAGACAA 6 0 

AGAGGAACAA CCAGACCTTG TACTCCGTAC AACTCCTTAG TTCTGCCAAT CTGTGCCGCC 120 

TTGGACTGGA GAAACCTCAA CTCCGACGCC ACCCCACCAT GTACAAGGCG GTGAATACTC 180 

15 TGTGGGGAAA ATAGCTAATC AGTGCCTCAA CTCTCATTGG CAGAAATAGC GGCGAGATCG 24 0 

GACTTTTCCA CTATGGGGGG GTAATTTTAA CATTGAGTCA TCGTGTCTTT CATTCTCCAA 3 00 

CTCTTTCAAA CATACTGCAA TT ATG GCT GTG GGA ACG GCC TCT TTG CAG GAC 3 52 



Mec Ala Val Gly Thr Ala Ser Leu Gin Asp 



20 


CGT 


CTG 


GAG 


ACA 


TGG 


GCA 


1 

CAA 


AGG 


TTG 


AAG 


e 

w 

AAC 


CTG 


ACT 


GTC 


TCT 


X u 
CCA 


400 




Arg 


Leu 


Glu 


Thr 


Trp 
15 


Ala 


Gin 


Arg 


Leu 


Lys 
20 


Asn 


Leu 


Thr 


Val 


Ser 
25 


Pro 






TTG 


ACT 


CGC 


CAT 


TAT 


ccc 


GAT 


ACA 


CAA 


AAG 


ACC 


GAC 


AGC 


AAG 


AGA 


GTC 


448 


25 


Leu 


Thr 


Arg 


Asp 
30 


Tyr 


Pro 


Asp 


Thr 


Gin 
35 


Lys 


Thr 


Asp 


Ser 


Lys 
40 


Arg 


Val 






ATT 


GAA 


GCC 


TTC 


CAG 


TCT 


CTT 


CAA 


CTC 


CCC 


AAG 


GCG 


AAG 


CTT 


ACA 


GGC 


496 




He 


Glu 


Ala 


Phe 


Glu 


Ser 


Leu 


Gin 


Leu 


Pro 


Lys 


Ala 


Lys 


Leu 


Thr 


Gly 




30 






45 










50 










55 








TCA 


TCA 


TCC 


AGC 


TTC 


ATT 


GCT 


TTC 


TTG 


ACT 


GCC 


TTT 


ATT 


ATC 


CTG 


GTA 


544 




Ser 


Ser 
60 


Ser 


Ser 


Phe 


He 


Ala 
65 


Phe 


Leu 


Thr 


Ala 


Phe 
70 


He 


He 


Leu 


Val 






GCG 


CGG 


TTG 


ACT 


GGT 


GAC 


GAG 


GAC 


ATC 


GCT 


GTG 


GGC 


ACA 


AAC 


TCC 


AAC 


592 


35 


Ala 

75 


Arg 


Leu 


Thr 


Gly 


Aap 
80 


Glu 


Aap 


He 


Ala 


Val 
85 


Gly 


Thr 


Asn 


Ser 


Asn 
90 






GAG 


GAT 


GGT 


CGT 


GCA 


TTC 


GTC 


ATT 


CGG 


GTT 


CCC 


ATT 


GAT 


ACC 


TCG 


GAG 


640 




Glu 


Aap 


Gly 


Arg 


Ala 


Phe 


Val 


He 


Arg 


Val 


Pro 


He 


Asp 


Thr 


Ser 


Glu 




40 










95 










100 










105 








TCT 


TTC 


GCC 


CAG 


CTT 


TAT 


GCC 


AAA 


GTA 


GAC 


AAG 


GTA 


TTT 


ATA 


TAT 


GTT 


688 




Ser 


Phe 


Ala 


Gin 
110 


Leu 


Tyr 


Ala 


Lys 


Val 
115 


Asp 


Lys 


Val 


Phe 


He 
120 


Tyr 


Val 




45 


Tcrr 


TGC 


CGT 


AGT 


GTT 


TAC 


TGC 


TA 


















711 


Ser 


Cys 


Arg 


Ser 


Val 


Tyr 


Cya 























125 



Numcro de helices: doble. 
Configuracion de la secuencia: lineal. 
Tipo de molecular ADN. 
Secuencias hipoteticas: No. 
Antisentido: No. 
Tipo de fragmento: 

Origen de la molecula: Secuencia de ADN procedente de P. chrysogenum correspondiente al ORF 1 del 
gen iys2. 



7 



: <ES 2133104A1.I..> 



ES 2 133 104 Al 



Fuente experimental inmediata de la secuencia: plasmidos pDLIIa y pDLIIb. 

Posicion de la secuencia en el genoma: Cromosoma IV (5, 6 Mb) en la cepa P. chrysogenum P2 y cro- 
mosoma III (7,5 Mb) en la cepa P. chrysogenum AS-P-78. 

^ Caracteristicas de la secuencia: 

Longitud: 711 pares de bases. 

,0 CDS: 323 ... 709 

SEQ ID NO: 2 

15 



20 



25 



30 



35 

Origen de la molecula: Secuencia de aminoacidos codificada per ei ORFl del gen lys2 de P. chrysogenum. 
Caracteristicas de la secuencia: 

Longitud: 129 aminoacidos 

Peso molecular: 14.289 Da 
SEQ ID NO: 3 

45 

ATG GTC TTG CAG GCA TAT AAG GAG GGC TCT TCC CAA ATC GTG CCC TTG 4 8 

Met Val Leu Gin Ala Tyr Lya Glu Gly Ser Ser Gin lie Val Pro Leu 
1 5 10 

GGC AGC CTT CGC TCG TAC ATC CAA GAG AAG TCC AAG TCC GAA CGC ACC 96 
Gly Ser Leu Arg Ser Tyr He Gin Glu Lys Ser Lys Ser Glu Arg Thr 

20 25 30 

CCA GTC CTC TTC CGA TTC GCC GCA TAT GAT GCC CCT GCT TCC TCG CAA 144 
®^ Pro val Leu Phe Arg Phe Ala Ala Tyr Asp Ala Pro Ala Ser Ser Gin 
35 40 45 



Met 


Ala 


val 


Gly 


Thr 


Ala 


Ser 


Leu 


Gin Asp Arg 


Leu 


Glu 


Thr 


Trp 


Ala 


1 






5 










10 










15 




Gin 


Arg 


Leu 


Lys 


Asn 


Leu 


Thr 


Val 


Ser 


Pro 


Leu 


Thr 


Arg 


Asp 


Tyr 


Pro 






20 










25 










30 






Asp 


Thr 


Gin 


Lys 


Thr 


Asp 


Ser 


Lys 


Arg 


Val 


He 


Glu 


Ala 


Phe 


Glu 


Ser 




35 










40 










45 








Leu 


Gin 


Leu 


Pro 


Lys 


Ala 


Lys 


Leu 


Thr 


Gly 


Ser 


Ser 


Ser 


Ser 


Phe 


He 




50 










55 










60 






Gly 




Ala 


Phe 


Leu 


Thr 


Ala 


Phe 


He 


He 


Leu 


val 


Ala 


Arg 


Leu 


Thr 


Asp 












70 










75 










80 


Glu 


Asp 


He 


Ala 


Val 


Gly 


Thr 


Asn 


-Ser 


Asn 


Glu 


Asp 


Gly 


Arg 


Ala 


Phe 








85 










90 










95 




val 


He 


Arg 


Val 


Pro 


He 


Asp 


Thr 


Ser 


Glu 


Ser 


Phe 


Ala 


Gin 


Leu 


Tyr 






100 










105 










110 






Ala 


Lys 


Val 


Asp 


Lys 


Val 


Phe 


He 


Tyr Val 


Ser 


Cys 


Arg 


Ser 


Val 


Tyr 




115 










120 










125 








Cya 

































GO 



8 



BNSDOCIO: <ES 2133104A1_I. > 



ES 2 133 104 Al 



10 CTT TTC TCA AGT GCT CGT ATT GCT TTC ATT TTG AAG CAA CTA GCC AGT 288 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



60 



GAT 


TAC 


CCT 


GCG 


AAC 


ACC 


TTT 


GAT 


ACT 


ACT 


GAT 


TTG 


GTG 


GTT 


AAC 


GTT 


Asp Tyr 


Pro 


Ala 


Aan 


Thr 


Phe 


Asp 


Thr 


Thr 


Asp 


Leu 


Val 


Val 


Asn 


Val 




50 










55 










60 










GCA 


CCT 


GGC 


TCA 


GCT 


GAG 


GTC 


GAA 


TTG 


GGC 


GCA 


TAC 


TAC 


AAT 


CAG 


CGC 


Ala 


Pro Gly 


Ser 


Ala. Glu 


Val 


Glu 


Leu 


Gly Ala 


Tyr 


Tyr 


Aan Gin Arg 


6S 










70 










75 










60 


CTT 


TTC 


TCA 


AGT 


GCT 


CGT 


ATT 


GCT 


TTC 


ATT 


TTG 


AAG 


CAA 


CTA 


GCC 


JVCT 


Leu 


Phe 


Ser 


Ser 


Ala 
85 


Ara 


He 


Ala 


Phe 


He 
90 


Leu 


Lys 


Gin 


Leu 


Ala 
95 


der 


ATT 


GCT 


AGC 


AAT 


ore 


GCC 


GCC 


AAT 


CCG 


GAT 


GAG 


GCT 


ATC 


GGA 


CGT 


ATC 


He 


Ala 




Aan 


Ala 


Ala 


Ala 


Asn 


Pro 


Asp 


Glu 


Ala 


He 


Gly Arg 


lie 








100 










105 










110 






GAC 


TTC 


ATG 


ACC 




Cut 


CAG 


CGC 


GCA 


CTC 


TTG 


CCC 


GAC 


CCA 


ACG 


TGC 






Met 
115 


Thr 




Asp 


Gin 


Arg 
120 


Ala 


Leu 


Leu 


Pro 


Asp 
125 


Pro 


Thr 


Cys 


AAC 


* 1 w 




T3G 






TTC 


CGT 


GGT 


GCC 


ATC 


CAC 


GAC 


ATT 


TTT 


ACC 


Asn 


Leu 


Asn 


Trp 


Ser 


Asn 


Phe 


Arg 


Cly Ala 


He 


His 


Asp 


He 


Phe 


TJ&r 




130 










135 










140 










(;cc 


AAT 




GAA 






CCA 


GAA 


AAG 


CTG 


TGT 


GTA 


GTT 


GAA 


ACC 


CAG 


Ala 


Asn 


Ala 


Glu 




U-i a 
n X 9 


Pro 


Glu 


Lya 


Leu 


Cys 


Val 


Val 


Glu 


Thr 


Gin 


145 




















155 










160 


TCA 






TCC 






CCC 


GAG 


TTC 


ACC 


TAT 


CGC 


CAA 


ATC 


AAT 


GAG 


Ser 


Cat* 




Ser 


Pro 


m s 


Arg 


Glu 


Phe 


Thr 


Tyr Arg 


Gin 


I le 


Asn 


Glu 










16 5 










170 










175 




GCG 






ATT 




cc^ 


CAT 


CAT 


TTA 


GTA 


CGA 


TCT 


GGC 


ATT 


CAG 


CCG 


Ala 


OCX 


TV on 


He 

leo 


Leu 


CI M 

y 


His 


His 


Leu 
185 


Val 


Arg 


Ser 


Gly 


He 


Gin 


Arg 


GGC 


GAG 


CTT 


GTC 


ATG 


GTC 


TAT 


GCC 


TAC 


CGT 


GGT 


GTG 


GAT 


CTG 


GTG 


GTT 


Glv 


(;iu 


Vttl 


Val 


Mec 


Val 


Tyr 


Ala 


Tyr Arg Gly Val 


ASD 


Leu 


Val 


Val 






195 










200 










205 








GCT 


GTC 


ATG 


CGC 


ATT 


TTG 


AAA 


CCC 


CGT 


GCG 


ACT 


TTC 


TCC 


GTT 


ATT 


GAC 


Ala 


val 
210 


Met 


Gly 


Tie 


T«oii 


Lya 
215 


Ala 


Gly 


Ala 


Thr 


Phe 
220 


Ser 


vai. 


He 


Asp 


ccr 


r;cc 


TAT 


CCT 


CCG 


GAA 


CGT 


CAG 


AAC 


ATC 


TAC 


CTT 


GAT 


GTT 


GCC 


CGT 


Pro 


Ala 


Tyr 


Pro 


Pro 


Glu 


Arg 


Gin 


Aan 


He 


Tyr 


Leu 


Asp 


Val 


Ala 


Arg 


22S 










230 










235 










240 


ccc 


CGC 


GCT 


TTG 


GTG 


AAC 


ATT 


GCC 


AAG 


GCC 


ACA 


AAG 


GAT 


GCA 


GGT 


GAA 


Pro 


Arg 


Ala 


Leu 


val 


Asn 


He 


Ala 


Lys 


Ala 


Thr 


Lya 


Asp 


Ala 


Gly Glu 










245 










250 










255 




CTT 


TCG 


GAT 


ATC 


GTG 


CGT 


ACT 


TTC 


ATT 


GAC 


GAG 


AAT 


CTT 


GAG 


CTC 


CGC 


Leu 


Ser Asp 


lie 


Val 


Arg 


Thr 


Phe 


He 


Asp 


Glu 


Asn 


Leu 


Glu 


Leu 


Arg 








260 










265 










270 






ACT 


GAA 


ATT 


CCT 


GCA 


CTT 


GCC 


CTA 


CTC 


GAT 


GAT 


GGA 


ACT 


CTC 


GCC 


GGT 


Thr 


Glu 


He 


Pro 


Ala 


Leu 


Ala 


Leu 


Leu 


Asp 


Asp 


Gly Thr 


Leu 


Ala 


Gly 






275 










280 










285 








GGA. 


TCC 


ATA 


AAT 


GGC 


CAC 


GAT 


GTC 


TTC 


GCC 


AAC 


GAC 


GTC 


GCG 


CTG 


AAG 


Gly 


5Ter 


He 


Asn Gly Gin 


Asp 


Val 


Phe 


Ala 


Asn 


Asp 


Val 


Ala 


Leu 


Lya 




290 










295 










300 










TCC 


AAG 


CCT 


ACT 


GGT 


GTC 


GTC 


CTT 


GGT 


CCT 


GAT 


TCT 


ATT 


CCG 


ACC 


CTG 


Ser 


Lys 


Pro 


Thr 


Gly 


Val 


Val 


Val 


Gly 


Pro 


Asp 


Ser 


He 


Pro 


Thr 


Leu 


305 










310 










315 










320 


TCT 


TTC 


ACG 


TCC 


GGC 


TCG 


GAA 


GGC 


CGG 


CCG 


AAG 


GGC 


GTT 


CGT 


GGC 


CGA 


Ser 


Phe 


Thr 


Ser 


Gly 


Ser 


Glu 


Gly Arg 


Pro_ 


Lys Gly Val 


Arg 


Gly 


Arg 










.125 










330 










335 





192 



240 



33C 



384 



432 



480 



b2fl 



576 



r<24 



672 



720 



768 



A16 



864 



912 



55 TCC AAG CCT ACT GGT GTC GTC CTT GGT CCT GAT TCT ATT CCG ACC CTG 960 



1008 



9 



BNSDOCID: <ES 2133104A1J_> 



ES 2 133 104 Al 



10 



CAC TTC TCT CrTG GCT TAT TAT TTC CCT TGG ATG TCT GAG ACT TTC AAA 105 6 

His* Phe Ser Leu Ala Tyr Tyr Phe Pro Trp Met Ser Glu Thr Phe Lya 

340 345 350 

CTC ACC CCA GAC GAG AAG TTT ACT ATG CTC ACT CCC ATC GCT CAT GAT 1104 
Leu Thr Pro Asp Glu Lya Phe Thr Met Leu Ser Gly He Ala His Aap 

155 360 365 

CCT ATT CAG AGA GAC ATT TTC ACC CCG CTC TTC TTG GGT GCT CAA CTC 1152 
Pro He Gin Arg Asp He Phe Thr Pro Leu Phe Leu Gly Ala Gin Leu 

370 375 380 

CTG GTG CCC GCT CGT GAG GAT ATC CAA AAC GAA AAG CTT GCC GAA TGG 1200 
Leu Val Pro Ala Arg Glu Asp He Glu Asn Glu Lys Leu Ala Glu Trp 
15 385 ^90 400 

ATC GAG AAG TAC GGT GCT ACC ATT ACT CAC CTT ACG CCT GCT ATG GGT 12 4 8 

Tie n'u Lys Tyr Gly Ala Thr He Thr His Leu Thr Pro Ala Met Gly 

405 410 415 

CAA ATC CTT GTC GGT GGT GCC TCT GCC CAG TTC CCT GCT CTT CAC CAC 1296 
20 Gin He Leu Val Gly Gly Ala Ser Ala Gin Phe Pro Ala Leu His His 
420 425 430 

GCC TTC TTT GTG GGT GAC ATT CTG ATT AAG CGA GAC TGC CGC TCA CTC 134 4 
Ala Phe Phe Val Gly Asp He Leu He Lys Arg Asp Cys Ary Ser Leu 
435 440 445 

^ CAG GGA CTT GCG CCC AAT GTC AGC ATT GTG AAC ATG TAC GGA ACA ACC 1392 
Gin Gly Leu Ala Pro Asn Val Ser He Val Asn Met Tyr Gly Thr Thr 

450 455 460 

GAG ACC CAG CGT GCT GTC AGC TAC TAT GAA ATC CCT AGC TAC GCC AGC 144 0 

Glu Thr Gin Arg Ala Val Ser Tyr Tyr Glu He Pro Ser Tyr Ala Ser 
465 470 47S 480 

AAC GAG CGC TAC CTG AAC AAT ATC AAA CAT CTC ATT ATG GCT GGT CGC 14 88 

Aan Glu Gly T/r Leu Asn Asn Met Lys Asp Val He Met Ala Gly Arg 

485 490 495 

GGA ATG TTG GAT GTG CAG ATG CTG GTT GTC AAC CGC TAT GAC CCC ACT 1536 
Gly Met Leu Aap Val Gin Met Leu Val Val Asn Arg Tyr Asp Pro Thr 

500 505 510 

CGT CTC TGT GCT ATT GGA GAG GTC GGC GAG ATC TAT GTT CGC GCA GGG lb84 
Arg Leu C/s Ala He Gly Glu Val Gly Glu He Tyr Val Arq Ala Gly 

515 520 525 

GGT CTT GCA GAG GGC TAC CTT GGC TCC CCG GAA CTG AGT GCG AAG AAG 1632 
a\y LRU Ala Gl\i Gly Tyr Leu Gly Ser Pro Glu Leu Ser Ala Lya Lys 

530 535 S'lO 

TTC CTT AAC AAC TGG TTT GTT AAC CCT GAG ATC TGG GCG GAA AAA GAT 



30 



35 



40 



45 



55 



60 



Phe Leu Asn Asn Trp Phe Val Asn Pro Glu He Trp Ala Glu Lys Asp 

560 



IGBO 



545 550 555 

CAA GCC GAA TCC AGG AAT GAG CCC TGG CGT CAA TTC TAC GTT GGT CCG 1728 
Gin Ala Glu Ser Arg Aan Glu Pro Trp Arg Gin Phe Tyr Val Gly Pro 
50 565 570 575 

CGT GAT CGC CTT TAT CGC AGT GGT GAC CTA GGC CGT TAC ACG CCA TCT 1776 
Arg Asp Arg Leu Tyr Arg Ser Gly Asp Leu Gly Arg Tyr Thr Pro Ser 

riBO ^iB5 590 

GGA GAT GTT GAA TGT TCT GGC CGC GCC GAC GAT CAA GTG AAG ATT CGT 1824 
Gly Asp Val Glu Cya Ser Gly Arg Ala Asp Asp Gin Val Lys He Arg 

595 600 605 

CGT TTC CGT ATT GAG CTT GGA GAG ATC GAC ACC CAT CTC TCT CAG CAC 
Gly Phe Arg He Glu Leu Gly Glu Me Asp Thr His Leu Ser Gin Ha.9 
610 615 *i20 



1 H'i'A 



10 



BNSOOCID: <ES ^2133104A1J„> 



ES 2 133 104 Al 



1920 



30 



35 



40 



2256 



CCA CTG GTT CGT GAG AAC GTG ACC TTG GTG CGA AGA GAT AAA GAG GAG 
Pro Leu Val Arg Glu Asn Val Thr Leu Val Arg Arg Asp Lya Asp Glu 
^ "5 630 635 640 

GAG CCC ACA TTG GTC AGC TAC TTT GTA CCT CAT ATG AAC AAG TGG GCC 1968 
Glu Pro Thr Leu Val Ser Tyr PUe Val Pro Asp Met Asn Lys Trp Ala 

650 655 
TCA TGG TTG GAG AGC AAG GGC CTT AAG GAT GAT GAC TCT GAC TCC GAG 2016 
Ser Trp Leu Glu Ser Lys Gly Leu Ly« Asp Aap Asp Ser Asp Ser Glu 

665 670 
GGT ATG GTC GGT CTG TTG CGA CGC TTC CGT CCT CTC CGT GAT GAT GCT 2064 
Gly Met Val Gly Leu Leu Arg Arg Phe Arg Pro Leu Arg Asp Asp Ala 
15 675 680 685 

CGT GAG CAT CTC CGG ACT AAG CTC CCT ACA TAC GCA GTG CCG ACC GTT 2112 
Arg Glu His Leu Arg Thr Lys Leu Pro Thr Tyr Ala Val Pro Thr Val 

^50 695 700 

ATC ATT CCC CTC AAG CCC ATG CCT CTG AAC CCG AAC GGC AAG ATC GAC 2160 
He lie Pro Leu Lys Arg Met Pro Leu Asn Pro Asn Gly Lys He Asp 
"^^^ ■'lO 715 720 

AAC; CCC CCG CTT CCT TTC CCA GAT ACT GCA GAC CTG AGC GCC GCT GCA 2208 
Lys Pro Ala Leu Pro Phe Pro Asp Thr Ala Glu Leu Ser Ala Ala Ala 
25 '^^^ 730 71S 

CTCC CGC CGC GCC TCG TCT GCA TTG CAG GCC CTC TCT CAA ACT GAG CAG 
Pro Arg Arg Ala Ser Ser Ala Leu Gin Ala Leu Sftr Glu Thr Glu Gin 

''^O 745 750 

ACT CTG GCT CAA GTC TGG GCC AAG CTC ATT CCC AAT GTG ACT TCT CGC 23 04 
Thr Leu Ala Gin Val Trp Ala Lya Leii He Pro Asn Val Thr Ser Arg 

755 760 765 

ATG ATT GGC CCG GAT GAC TCC TTC TTT GAT CTC CCC CCC CAC ACT ATC 2352 
Met He Gly Pro Asp Asp Ser P)ie Plie Aap Leu Gly Gly His Ser He 

7^0 775 780 

CTC GCA CAA CAA ATG TTC TTC GAG CTT CGC CGT AAG TGG CGT GTT ATT 
Leu Ala Gin Gin Met Phe Phe Glu Leu Arg Arg I,ys Trp Arg Val He 
"^fiS 790 705 QOO 

GAT ATC AGT ATG AAT GCT ATC TTC CGC AGC CCG ACC CTC AAG GGC TTT 
Asp He Ser Met Asn Ala He Phe Arg Ser Pro Thr Leu Lys Gly Phe 

805 810 815 

GCC AGC GAG ATC GAC CGC CTG CTA GCA ATG GAA TCA TTC GCA ACT AGC 
Ala Ser Glu He Aap Arg Leu Leu Ala Met Glu Ser Phe Ala Thr Ser 
820 825 830 

45 GAT GAC AAG ACT CTA GCT GTG CAG GCT GCC AAT GAG CCG GAC GAC GAG 
Asp Asp Lys Thr Leu Ala Val Gin Ala Ala Asn Glu Pro Aap Aap Glu 

835 840 845 

TAC: -ICC AAr; c;aT GCC GTC CAG CTT GTG AAT GAA TTG CCT AAG ACG TTC 
Tyr Ser Lya Aap Ala Val Cln Leu Val Aan Glu Leu Pro Ly» Thr The 
^® «S0 855 360 

CCT CAG CGT ACG GAG GCT ATG CTC ACT AGC GAA CCC ACA GTG TTC CTC 
Pro Cln Arg Thr Glu Ala Met Leu Thr Ser Glu Pro Thr Val Phe Leu 

870 875 880 

53 ACT GGA GCC ACT GGT TTC CTA GGC GCA CAT ATC CTC CGA GAT CTA CTT 2CB3 
Thr Gly Aia Thr Gly Phe Leu Gly Ala His He Leu Arg Asp Leu Leu 

885 890 895 

ACC CGC AAG TCT CCT TCC ACT AAG GTG GTG GCT CTG GTT CGG GCA AAG 
Thr Arg Lys Ser Pro Ser Thr Lys Val Val Ala Leu Val Arg Ala Lys 
60 900 90b 910 



2400 



2448 



2496 



2544 



2640 



1^736 



11 
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10 



20 



2S 



45 



55 



ACC GAG CAC CTG GCA CTC GAG CGA CTT CCC TCC ACT TGC CGC GCA TAT 2784 
Thr Glu Glu Leo Ala Leu Glu Arg Leu Arq Ser Thr Cys Arg Ala Tyr 

915 920 925 

GGT TTC TGG GAT GAA GCG TGG ACT GCC AAG CTG CAA GCT GTC TGT GOT 2832 
Glv Phe Trp Asp Glu Ala Trp Thr Ala Ly« Leu Gin Ala Val Cy3 Gly 

930 935 0<0 

GAT CTT <;GA AAG CCG CAG TTT GGT CTT TCC GAG TCA GTA TGG GAC GAC 2880 
A3P Leu Gly Ly3 Pro Gin Phe Gly Leu Ser Gin Ser Val Trp Asp Aap 
945 950 955 960 

CTT ACC AAC CGC GTC GAT GCT GTA ATT CAC AAC GGA GCC CTT GTC CAC 2928 
Leu Thr Asn Arg Val Asp Ala Val He His Asn Gly Ala Leu Val Hrs 
965 970 975 

" TGn arc tac ccc tat gcg aca ctc aga ccg gct aat gtc atc ggt aca 2976 
Tro Val Tyr Pro Tyr Ala Thr Leu Arg Pro Ala Asn Val M«r. Gly Thr 

980 985 990 

ATT GAT GCC CTC AAG CTG TGC GCC ACC GGA AAG GCC AAG CAG TTT GCC 3024 
lie ASP Ala Leu Lys Leu Cys Ala Ser Gly Lye Ala Lys Gin Phe Ala 

995 1000 1005 

TTT GTC ACT TCG ACC AGT GCT TTG GAT AAG GAT CGT TAC GTC CAA GAA 
Phe val Ser Ser Thr Ser Ala Leu Asp Lys Aap ^J^^'^*'''^ 

TCC G^i^CGT ATC ATC GCC GCC GGT GGA AAT GGT ATC AGC GAA CAC GAC 3120 
ser Glu Arg lie He Ala Ala Gly Gly Asn Gly He Ser Glu Asp Atjp 
1025 1030 1035 "40 

GAT ATC GAG GGC AGC AGA GTT GGC CTT GGA ACC CGT TAC GGA CAA AGC 
30 A«p Mec Glu Gly Ser Arg Val Gly Leu Gly Thr Gly Tyr Gly ^In Ser 
' 1045 1050 1055 

AAA TGG GCC GGT GAA TAC CTT GTC AAA GAG GCC CGC CGC AGA GGC CIG 
uvs Trp Ala Gly Glu Tyr Leu Val Lys Glu Ala Gly Arq Arg Gly Leu 
1060 1065 
35 rXIA ACC ATT GTT CGC TCC GGA TAT GTT CTT GGT GAT TCC CTC ACC 3264 

Arg Glv Thr He Val Arg Ser Gly Tyr Val Leu Gly Asp S«r Val Thx 

■ X075 108O 1085 

GGA ACT ACC AAT ACT GAT GAT TTC CTC ATC CGT ATG CTT AAG GGC TGC 3312 
Gly Thr Thr Asn Thr Asp Asp Phe Leu He Arq Met Leu Lys Gly Cys 
*° lOOQ 1095 1100 

ATT CAA ATT GGC CTT CGC CCG AAT ATC TTC AAC ACC GTG AAC ATG GTC 3360 



3 072 



3168 



3216 



3408 



lie Gin He Gly Leu Arg Pro Asn He Phe A««^Thr Val Asn Met Val^ 

C-CT^TT GAT CAT GTG icl'^CGT ATT GTC ATT GCC ACT GCC TTC CAC CCA 
p" 511 A^p ^s val Ala Arg He Val lle^Ala Thr Ala Vhe His^Pro 

CCT GCC ACA GGC CT^AAC GTC GCC CAT GTT ACC 3GA CAC CCT CGT TTG 3456 
p% 111 ?S Gly val Asn val Ala His Val Thr Gly His Pro Arg Leu 

1140 1145 1150 

CGC TTT AAC CAG TTC CTT GGT GCG CTC GAG CTC TAC GGA TAC AAT GTC 3504 
A^g P^ Asn Gin Phe Leu Gly Ala^Leu Glu Leu Tyr Gly^Tyr Asn Val 

CCT CAC ii4%AC TAC GTG CCT TC^TCT ACT TCC CTT GAG CAG TAT GTC 3552 
"o Sn vH Lp Tyr Val Pro Trp Ser Thr Scr Leu Glu Gin Tyr Val 

IT-Tft -|17»j llSO 

AAC CGC GAG CAC AAT GAC AAG GAG TCT CAG CAT GCT CT OTAAGTC 3600 

Asn ASP Gly Glu His Asn Asp Lys Glu Ser Gin Hia Ala Le u 
60 1185 1190 ^'^^ 
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CCTCACTTTG CTCAGCCCCT TAACGGATGA ATACTGACCT TATTTAG T ATG CCC 36S4 

Mec Pro 

^ 1200 

CTT TAC CAC T7C GTT ACC TCA GAC CTT CCC TCC AAC ACC AAG GCC CCC 3702 
Leu Tyr His Phe Val Thr Ser Asp Leu Pro Ser Aan Thr Lys Ala Pro 
1205 1210 1215 

10 CAA CTG GAT GAT GTG AAC GCA GCG ACC GCT CTG CGT GCC GAT GCC ACC 3750 
Glu Leu Asp Asp Val Asn Ala Ala Thr Ala Leu Arg Ala Asp Ala Thr 

1220 1225 1230 

TGG TCG GGC GTT GAC GCA TCA GCC GGT GCT GGC GTG ACT GAG GAA TTA 37 D8 
Trp Ser Gly Val Asp Ala Ser Ala Gly Ala Gly Val Thr Glu Glu Leu 

123B 1240 1245 

GTT GGC TTA TAT GCC TCA TAC CTT GTC CAA ACC GGT TTC CTG CCC GCG 384 6 
Val Gly Leu Tyr Ala Ser Tyr Leu Val Gin Thr Gly Phe Leu Pro Ala 
1250 1255 1260 

20 CCG ACG GTT GCT GGA GCC CGC CCT CTG CCT GCT GCT GAG ATC AGT GAG 3 8 94 

Pro Thr Val Ala Gly Ala Arg Pro Leu Pro Ala Ala Gin He Ser Glu 
1265 1270 1275 1280 

CAA CAG AAG AAG ACT CTG TTG AGT GTC GGT GGC CGT GGC GGT ACA TCT 3 94 2 
Glu Gin Lys Lys Thr Leu Leu Ser Val Gly Gly Arg Gly Gly Thr Ser 

1285 1290 1295 

TAAGAAATTT ATAAAAAGAT CTCATGTACT TATTCTGATT TTATAAAAGC AATTGCATTT 4 002 
CCAAGCTCCC CAAAAAATGT GTAGTAAATT GAGCCATCAA AGaCGAGGCT TGTATTTTGT 4 062 
ATACAACCCT GATAGTACGG AGTCGTTCGA TTCTTCACGA AAAAGCCCGA TTCGCGGATC 4122 
30 TGCCCGTTCT GTGATACTCG GACTCACCGT TTGGCTCCCC GCTCTTTATT TACTCCTCTT 4182 
GAGAGTTTAT ATAGTCCCCA ACATATCTTC TGTCTTTCTT TCTTCTGTAT CTCTCTCCAT 424 2 
TAGTATTCCA TCATGTCTGA AGGTAAGTGT GAGAGTGTTT ATGCGCGTCC TTGGCAATTC 4 302 
AACTTCCCCG TCAGTTTTTC CCGCTTTCTC TCTTATCGGT CATTCAACCC GAAACTGTCG 4 3 62 
35 GAGCTCTGTG AGAAGTACCA CGCATCGGTT GTTGGGATTA 4 4 02 

Numero de helices: doble. 
Configuracion de la secuencia: lineal. 
Tipo de molecula: ADN. 
Secuencias hipoteticas: No. 
Antisentido: No. 
Tipo de fragmento: . 
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Origen de la mole'cula: Secuencia de ADN procedente de P, chrysogenum correspond iente al ORF 2 del 
gen iys2. 

Fuente experimental inmediata de la secuencia: plasmido pDLIIa y pDLIIb. 

Posicion de la secuencia en el genoma: Cromosoma IV (5,6 Mb) en la cepa P. chrysogenum P2 y cromo- 
soma III (7,5 Mb) en la cepa P. chrysogenum AS-P-78. 

Caracten'sticas de la secuencia: 

Longitud: 4.402 pares de bases. _ 

CDS: Unir (1..3593. 3648..3942). 
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Intrdn: 3594. .3647. 
SEQ ID NO: 4 

5 

Met val Leu Gin Ala Tyr Lys Glu Gly Ser Ser Gin lie Val Pro Leu 

15 10 1 

Gly Ser Leu Arg Ser Tyr He Gin Glu Lys Ser Lys Ser Glu Arg Thr 

20 25 30 

Pro Val Leu Phe Arg Phe Ala Ala Tyr Asp Ala Pro Ala Ser Ser Gin 

35 40 45 

Asp Tyr Pro Ala Asn Thr Phe Asp Thr Thr Asp Leu Val Val Aan Val 
50 55 60 

15 Ala Pro Gly Ser Ala Glu Val Glu Leu Gly Ala Tyr Tyr Asn Gin Arg 

65 70 75 BO 

Leu Phe .Ser Ser Ala Arg He Ala Phe He Leu Lys Gin Leu Ala Ser 

85 90 95 

He Ala Ser Asn Ala Ala Ala Asn Pro Asp Glu Ala He Gly Arg He 

100 105 110 

Asp Leu Met Thr Glu Asp Gin Arg Ala Leu Leu Pro Asp Pro Thr Cys 

115 120 125 

Asn Leu Asn Trp Ser Asn Phe Arg Gly Ala He His Asp He Phe Thr 
25 130 135 140 

Ala Asn Ala Glu Arg His Pro Glu Lys Leu Cys Val Val Glu Thr Gin 
145 150 155 160 

Ser Ser Ser Ser Pro His Arg Glu Phe Thr Tyr Arg Gin He Asn Glu 

165 170 175 

Ala Ser Asn He Leu Gly His His Leu Val Arg Ser Gly He Gin Arg 

180 185 190 

Gly Glu Val Val Met Val Tyr Ala Tyr Arg Gly Val Asp Leu Val Val 

195 200 205 

Ala Val Met Gly He Leu Lys Ala Gly Ala Thr Phe Ser Val He Asp 

210 215 220 

Pro Ala Tyr Pro Pro Glu Arg Gin Asn He Tyr Leu Asp Val Ala Arg 
225 230 235 240 

40 Pro Arg Ala Leu Val Asn He Ala Lys Ala Thr Lys Asp Ala Gly Glu 

245 250 255 

Leu Ser Asp He Val Arg Thr Phe He Asp Glu Asn Leu Glu Leu Arg 

260 265 270 

Thr Glu He Pro Ala Leu Ala Leu Leu Asp Asp Gly Thr Leu Ala Gly 

275 280 285 

Gly Ser He Asn Gly Gin Asp Val Phe Ala Asn Asp Val Ala Leu Lys 

290 295 300 

Ser Lys Pro Thr Gly Val Val Val Gly Pro Asp Ser He Pro Thr Leu 
50 305 310 315 320 

Ser Phe Thr Ser Gly Ser Glu Gly Arg Pro Lys Gly Val Arg Gly Arg 
.125 330 335 
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His Phe Ser r.ftu Ala Tyr Tyr Phe Pro Trp Mec Ser Glu Thr Phe Lys 

340 245 350 

Leu Thr Fro Asp Glu Lys Phe Thr Mec Leu Ser Gly He Ala His Asp 

355 360 365 

Pro lie Gin Ary Aap He Phe Thr Pro Leu Phe Leu Gly Ala Gin Leu 

370 375 380 

Leu Val Pro Ala Arg Glu Asp He Gin Asn Glu Lys Leu Ala Glu Trp 
385 390 395 400 

lie Glu Lys Tyr Gly Ala Thr He Thr lUs Leu Thr Pro Ala Met Gly 

405 410 415 

Gin lie Leu Val Gly Gly Ala Ser Ala Cln Phe Pro Ala Leu His His 
15 420 425 430 

Ala Phe Phe Val Cly Asp He Leu He Lya Arg Asp Cys Arg Ser Leu 

440 445 
Gin c;ly Leu Ala Pro Asn Val Ser He Val Asn Met Tyr Giy Thr Thr 

450 455 460 

Glu Thr Gin Arg Ala Val Ser Tyr Tyr Glu He Pro Ser Tyr Ala Ser 
465 470 475 460 

Asn Glu Cly Tyr Leu Asn Asn Met Lys Asp Val He Mec Ala niy Arg 

485 490 495 

Gly Met Leu Asp Val Gin Met Leu Val Val Asn Arg Tyr Asp Pro Thr 

500 505 510 

Arg Leu Cys Ala He Gly Glu Val Gly Glu He. Tyr Val Arg Ala Gly 

515 520 525 

Gly Leu Ala Glu Gly Tyr Leu Gly Ser Pro Glu Leu Ser Ala Lys Lys 
30 530 535 540 

Phe Leu Asn Aan Trp Phe Val Asn Pro Glu He Trp Ala Glu Lys Asp 
^45 550 555 560 

Gin Aia Glu Sex Ary Asn Glu Pro Trp Arg Gin Phe Tyr Val Gly Pro 

565 570 575 

Arg Asp Arg Leu Tyr Arg Ser Gly Asp Leu Gly Arg Tyr Thr Pro Ser 

580 585 590 

Gly Asp Val Glu Cys Ser Gly Arg Ala Asp Asp Cln Val Lys He Arg 

5»b 600 605 

Gly Phe Arg tic Glu Leu Gly Glu He Aap Thr His Leu Ser Gin Hin 

r^lO 615 620 

Pro Leu Val Arg Glu Asn Val Thr Leu Val Arg Arg Asp Lys Asp Glu 
625 630 635 640 

Clu Pro Thr Leu Val Ser Tyr Phe Val Pro Asp Met Asn Lys Trp Ala 
45 645 650 655 

Scr Trp Leu Glu Ser Lys Gly Leu Lys Asp Asp Asp Ser Asp Ser Glu 

660 665 670 

Gly Met Val Gly Leu Leu Arg Arg Phe Arg Pro Leu Arg Asp Asp Ala 

675 680 685 

Arg Glu His Leu Arg Thr Lys Leu Pro Thr Tyr Aid Val Pro Thr Val 

690 695 700 

He He Pro Leu Lys Arg Met Pro Leu Asn Pro Asn Gly Lys He Asp 

710 715 720 

Lys Pro Aid Leu Pro Phe Pro Asp Thr Ala Glu Leu Ser Ala Ala Ala 

725 730 735 

Pro Arg Ary Ala Ser Ser Ala Leu Gin Ala Leu Ser Glu Thr Glu Gin 

740 745 750 

Thr Leu Ala Gin Val Trp Ala Lys Leu He^Pro Asn Val Thr Ser Arg 
60 755 760 765 
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Met lie Glv Pro Asp Asp Ser Phe Phe Asp T.eu C-ly Gly Hia Sei lie 

770 " 775 780 

<eu Ala Gin Cln Mftr. Phe Phe Glu Leu Arg Arg Lys Trp Arg Val He 
7B5 790 795 800 

A9D Tie ser Mpr. Asn Ala He Phe Arg Ser Pro Thr Leu Lys Gly Phe 

805 810 815 

Ala Ser Glu He Asp Arg Leu Leu Ala Met Glu Ser Phe Ala Thr Ser 

B20 825 830 

A3P ASP Lys Thr Leu Ala val Gin Ala Ala Asn Glu Pro Aap Asp Glu 

835 840 flIS 

Tvr Ser Lys Asp Ala Val Gin Leu Val Asn Glu Leu Pro Lys .hr Phe 

850 855 860 

Pro Gin Arg Thr Glu Ala Met Leu Thr Ser Glu Pro Thr Val Phe Leu 
fl6S 870 875 880 

Thr Gly Ala Thr Gly Phe Leu Gly Ala His He Leu Arg Aap Leu Leu 

885 890 895 

Thr Arq Lys Ser Pro Sor Thr Lys Val Val Ala Leu Val Arg Ala Lys 

000 905 910 

Thr Glu Glu Leu Ala Leu Glu Arg Leu Arg Ser Thr Cya Arg Ala Tyr 

915 920 925 

GlY Phe Trp Asp Glu Ala Trp Thr Ala Lys Leu c:in Ala Val Cya Gly 

930 940 
ASP Leu Gly Lys Pro Gin Phe Gly Leu Ser Gin Ser Val Trp Asp Asp 

Leu Thr Asn Arg Val Asp Ala Val He His Asn Gly Ala Leu Val His 

965 970 975 

Trp val Tyr Pro Tyr Ala Thr Leu Arg Pro Ala Asn Val Met Gly Thr 

rle A<«p Ala III Lys Leu Cys Ala Ser Gly Lys Ala Lys Gin Phe Ala 

995 1000 1005 

Phe val Ser Ser Thr Ser Ala Leu Asp Lys Asp Arg Tyr Val Gin Glu 

1010 1015 1020 

aet Clu Arq He He Ala Ala Gly Gly Asn Gly He Scr Glu Asp Asp 
1025 1030 1035 10*0 

ASP Met Glu Gly Ser Arg Val Gly Leu Gly Thr Gly Tyr Gly =1" 

1045 1050 1055 

Lys Trp Ala Cly Glu Tyr Leu Val Lys Glu Ala Gly Arg Arg Gly Leu 

1060 1065 1070 

Arq Gly Thr He Val Arg Ser Gly Tyr Val Leu Gly Asp ser val Thr 

1075 1080 1085 

Gly Thr Thr Aun Thr Asp Asp Phe Leu He Arg Met Leu Lys Gly Cys 

1090 1095 1100 

lie Gin He Cly Leu Arg Pro Asn He Phe ^flnjhr Val Asn Met val^ 

pio%al Asp His val iii°Arg He val He^Ala Thr Ala Phe His^Pro 

pro Ala Thr Gly ia^Asn val Ala His^Val Thr Gly His Pro^Arg Leu 

Arg Phe A.r. l\T ?he Leu Gly Ala ^eu Glu Leu Tyr G^Y^V^ 

1155 1180 ^-**5 

pro Gin val Asp Tyr Val Pro Trp Ser Thr Ser Leu Glu Cln Tyr Val 

1170 1175 1180 

A3„ ASP Gly Glu His Asn Asp Lys -Slu Ser Gin His Ala Leu Met Pro 
1185 1190 ll^'' 
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Leu Tyr His Phe Val Thr .Ser Asp Leu Pro Ser Asn Thr Lys Ala Pro 
1205 1210 1215 

^ Glu Leu Asp Asp Val Asn Ala Ala Thr Ala Leu Arg Ala Asp Ala Thr 

1220 1225 1230 

Trp Ser Gly Val Asp Ala Ser Ala Gly Ala Gly Val Thr Glu Glu Leu 

1235 1240 1245 

Val Gly Leu Tyr Ala Ser Tyr Leu Val Gin Thr Gly Phe Leu Pro Ala 
^0 1250 1255 1260 

Pro Thr Val Ala Gly Ala Arg Pro Leu Pro Ala Ala Gin He Ser Glu 
•265 1270 1275 1280 

Glu Gin Lys Lys Thr Leu Leu Ser Val Gly Gly Arg Gly Gly Thr Ser 
15 1290 1295 

Origen de la molecula: Sccuencia de aminoacidos codificada por el ORF2 del gen lysS de P. chrysogen 
Caracten'sticas de la secueticia: 

20 

Longitud: 1.296 aminoacidos 
Peso molecular: 142.421 Da 

25 
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REIVINDICACIONES 

1 Procedimiento para incrementar la produccion de penicilina en PenicUlium chrysogenum caracte- 
rizado por inactivar el gen que codifica para la actividadenzimatica Q-aminoadipato reductasa, en dicho 
microorganismo. 

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la inactivacidn del gen se lleva a 
cabo mediante la disrupcion del mismo. 

3 Procedimiento segun las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque la .«!'""P«f " f 
logra mediante integracion por recombinacion homologa simple de una construccion de ADN transfor- 
mante que contiene al menos una o parte del gen que se va a inactivar. 

4. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 y 2. caracterizado porque la ^'srupcion del gen se 
logra mediante sustitucion genica por doble recombinacion homologa de una construccion de ADN trans- 
»5 formante que contiene al menos una parte del gen que se va a inactivar. 

5 Procedimiento segun las reivindicaciones 3 y 4, caracterizado porque la construccion de ADN 
transform^tc™ una mSlccula circular que lleva un fragmento de ADN interno al gen que se va a mac- 
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tivar. 

6 Procedimiento segun las reivindicaciones 3 y 4, caracterizado porque la construccion de ADN 
transform^te es una mllecula de ADN lineal, cuya parte central y esencal del gen a inactivar ha s.do 
suSitS^or un fragmento de ADN no relacionado que contiene un marcador de transformacion que 
interrumpe la secuencia codificante. 

7. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque que el gen a inactivar es el 
gen lysS. 

8. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 7, en que se emplea como marcador de transformacion 
^ el gen pyrG. 

9. Compuesto de ADN aislado de P. chrysogenum y definido por el mapa de restriccion que aparece 
en la Fig. 1, el cual incluye el gen Iys2. 

35 10. Secuencia de ADN identificada como SEQ ID NO : 1. 

11. Secuencia de aminoacidos identificada como SEQ ID NO : 2, que se correspondc con la proteina 
codificada por SEQ ID NO : I. 

^ 12. Secuencia de ADN identificada como SEQ ID NO : 3. 

13. Secuencia de aminoacidos identificada como SEQ IP NO : 4. que se corresponde con la proteina 
codificada por SEQ ID NO : 3. 

« 14 Vectorcs que portan los compuestos de ADN descritos en las reivindicaciones 9. 10 y 12 o frag- 
mentos de los mismos que expresen una funcionalidades analogas a los compuestos integros. 

15. Vectores de acuerdo con la reivindicacion 14, caracterizados por consistir en un plasmido. 

50 16. Plasmido de acuerdo con la reivindicacion 15, caracterizado por consistir en pDLVII. 

17. Plasmido de acuerdo con la reivindicacion 15, caracterizado por consistir en pDLX. 

18 Secuencias nucleotidicas caracterizadas por ser capaces de hibridar bajo <:.°nd\?'°'«\"^^';'^'i;^^ 
55 con cSuestos de ADN de las reivindicaciones 9. 10 6 12 y que expresen funcionalidades analogas a 

las que expresan estos. 

19. Organismos hospedantes transformad^ caracterizados porque se les ban introducido las secuen- 
cias de ADN de las reivindicaciones 9, 10 6 12. 

60 

20 Organismos hospedantes segun la reivindicacion 19 caracterizados P^^^*!"^!.^^^^"^"^'^ 
ADN intrSucidas estan incluidas total o parcialmentc en los vectores dc las reivindicaciones 14 a 17. 

18 
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21. Organismos hospedantes transformados segiin las reivindicaciones 19 y 20 caracterizados por 
consistir en un eucariota, preferentemente un hongo filamentoso. 

5 22. Organismos hospedantes transformados segun reivindicacion 21, caracterizados por consistir 
preferentemente en P, chrysogenum. 

23. Cepa transformada de P. chrysogenum en la que una construccion de ADN que lleva una version 
truncada, incompleta o mactiva de un gen que codifica para la enzima o-aminoadipato reductasa impli- 

10 cada en la biosmtesis de Iisma, inactiva el gen endogeno tras su integracidn por recombinacion homologa. 

24. Una cepa transformada de P. chrysogenum, conforme a la reivindicacion 23, en la que dicho Ren 
codinca una enzima con actividad Q-aminoadipato reductasa. 

15 25. Cepa transformada de P. chrysogenum, conforme a la reivindicaciones 23 y 24, en la que dicho 
gen es /y5^, el gen de P. chrysogenum que codifica una enzima con actividad Q-aminoadipato reductasa 
definida por las secuencias proteicas que se muestran en SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4. 

26. Cepa transformada de P. chrysogenum, conforme a las reivindicaciones 23 y 24, en la que dicho 
20 gen es un homologo funcional de lys2, con procedencia distinta de P. chrysogenum, procedente de otras 
especies emparentadas filogeneticamente. y cuya similitud en la secuencia de ADN con el gen lys:2 de P 
chrysogenum es suficienie para mediar recombinacion homologa con el locus endogeno de P. chrysogenum 
y expresar una funcionalidad anaioga a la expresada por este, 

25 27. p. chrysogenum transformado segun las reivindicaciones 23 a 25, caracterizado por consistir en 
cepas puras representadas por CECT 20209 o sus mutantes y derivados transformados. 
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28. Procedimiento para la obtencion de organismos transformados con una produccion incrementada 
de peniciiina caracterizado por comprender al menos las operaciones de: 

♦ vectores que porten, total o parcialmente. SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 o compuestos 
de ADN recombmante de las mismas que expresen funcionalidades analogas a dichas secuencias. 

♦ Introducir los vectores anteriores en organismos hospedantes obteniendo organismos transformados 
con el gen lys2 mactivado. 

♦ Seleccionar los organismos transformados que presentan incrementada la produccion de peniciiina 
cuando se comparan con organismos controles sin transformar. 

29 Procedimiento para la obtencion de organismos transformados segun la reivindicacion 28, carac- 
40 tcnzado porque los vectores construidos son los definidos en las reivindicaciones 14 a 17. 

30, Procedimiento segun las reivindicaciones 28 y 29, caracterizado porque los organismos hospe- 
dantes transformados son los definidos en las reivindicaciones 19 a 27. 
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